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(57) Abstract 

In the process, the DNA in the whole of the acellular biological fluid, preferably blood plasma, is concentrated or 
separated, the DNA product so obtained is denatured, and in this form is either immobilized on a solid carrier or left free 
in solution. The DNA is brought into contact with labelled oncogen DNA or oligonucleotide samples, with which it is hy- 
bridized if complementary sequences are present The excess and non-specifically bound labelled oncogen DNA or oli- 
gonucleotide samples are removed, and the product tested for the presence of labelled DNA or oligonucleotide. Following 
concentration or separation of the DNA, enzymatic amplification in vitro of the plasma DNA can be carried out, in order 
to augment the specific target sequences of the oncogens. The process is suitable as a universal malignity test 

(57) Zusammeafassung 

Bei dem Verfahren wird die DNA aus der gesamtcn azellularen biologischen Fhlssigkeit, vorzugsweise aus dem 
Blutplasma konzentriert bzw. getrennt, das so erhaitene DNA-Produkt wird denaturiert und in dieser Form entweder auf 
einem festen Trtger immobilisiert oder frei in LOsung belassen. Die DNA wird mit markierten Onkogen-DNA- oder Oli- 
gonukleotid-Proben in Kontakt gebracht, urn diese mit der DNA zu hybridisieren, wenn komplementare Sequenz vorliegt 
Die uberflflssige und nicht spezifisch gebundene markierte Onkogen-DNA- oder Oligonukleotid-Proben werden entfemt 
und das Produkt auf die Anwesenheit markierter DNA oder Oligonukleotid bestimmt Im AnschluS an das Konzentrieren 
bzw. Trennen der DNA kann eine enzymatische Amplifizierung in vitro mit der Plasma-DNA durchgefuhrt werden, urn 
die spezifischen Target-Sequenzen der Onkogene zu vermehren. Das Verfahren eignet sich als Universal-Malignitatstest 
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Bezeichnung: Verfahren zur Untersuchung einer biologi- 
schen Fliissigkeit auf zellulare Onkogen-DNA 
bzw. deren Fragmente 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von zellularer Onko- 
gen-DNA, bzw. deren Fragmente, nach dem Oberbegriff des Anspruch L. 

Verfahren zur Feststellung der zellularen Onkogen-DNA einschliefilich 
Trennung von DNA, Denaturierung und Hybridislerung und dgl. sind auf 
dem Gebiet der molekularbiologischen Forschung bekannt. Reproduzier- 
barkeit, Zuverlassigkeit, Spezifizitat und extreme Sensitivitat der in 
vitro Hybridisierung zwischen DNA und DNA, scwie zwischen RNA und DNA 
sind aus der Literatur bekannt, die als Standardnethode fur spezif ische 
ProblemlSsungen Anwendung gefunden hat. 

Die Hybridisierung mit DNA unter Verwendung von festem Substrat zur 
l^nobilisierung ist seit 1965 bekannt (J. Mol. Biol. 12: 829-942; 
1965) . Seitdem wurden mehrere Verbesserungen dieser Methode sowxe der 
Methoden der Trennung der DNA aus Zellen und Geweben veroffentlicht. 

Die erhohte Aktivitat von zwei oder mehreren zellularen Onkogenen durch 
Mutation, Verstarkung (Amplifikation) oder andere Storungen der Gen- 
Regulation ist eine wesentliche Ursache der malignen Transformation und 
der Divers if ikation der bosartigen Zellen. 

Amplifikation der zellularen Onkogene auf z. B. das Zweifache bis Hun- 
dertfache, konr^en als Ursache der malignen Transformation am Anfang in 
Frage oder treten wahrend der Progression oder der Diversification der 
bosartigen Zellen in Fallen von 30 % bis 50 % der bosartigen Krankhei- 
ten auf. Nicht alle Sorten von Onkogenen haben die Neigung zu Amplifi- 
kation. interessanterweise haben diejenige Onkogene diese Neigung, die 
in aktivierter Form am hauf igsten in bosartigen Krankheiten vorkcm- 
men; drei aus vier in Gruppe A, zwei aus acht in Gruppe B und null aus 
sechs in Gruppe C, die Gruppen sind auf Seite 16 angegeben. 
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Durch Punkt-Mutation entstehende, neue, in norma lem Zustand nicht vor- 
handene Onkogene sind in 15 % bis 30 % der Falle von bosartigen Krank- 
heiten mit dem TransfeJctionsverfahren in 3T3 NIH Zelien nachweisbar. Es 
ist neuerdings bekannt, dafl die Mutation in wesentlich hoherem Prozent- 
satz (40 %) der bosartigen Falle eine bedeutende Rolle spielt. 

Die folgenden Ursachen und linstande Jcann man als maflgebend betrachten, 
fiir den veranderten DNA-Inhalt des Blutplasmas in bosartigen Krankhei- 
ten moglicherweise verantwortlich zu sein: 

1. Amplifizierung der Onkogene, die das Mehrfache bis zu mehrfach Hun- 
dertfache des nomalen Zustandes erreichen kann. 

2. Neue Onkogene, die durch Mutation auftreten und in norma len Zelien 
uberhaupt nicht vorhanden sind. 

3. Erhohte Leckage von DNA bzw. deren Fragnente aus den malignen Zelien 

a) aus lebenden Zelien durch defekte Membranen, 

b) aus sterbenden oder to ten bosartigen Zelien. 

4. Gesteigerter Zell-Umsatz in bosartigen Zustanden. 

5. Groflere Sterberate der bosartigen Zelien. 

6. Erhohte Permeabilitat der Kapillaren und GefaBe in den bosartigen 
Tumoren fur Zelien und Makrorolekule wegen der ungeeigneten und 
unvollstandigen Entwicklung der sonst reichlich vorhandenen GefaBe. 

7. Akkumulation der bosartigen Zelien, Hauptsachlich sterbender Zelien, 
in den Kapillaren und Arteriolen der malignen Tumore, so konnen 
Zellelemente und Makrcraolekule ohne grofleren Abbau direkt in die 
Blutbahn langen. 

8. Erhohte Resistenz der DNA gegen degradierende Enzyme, weil sie ge- 
schiitzt sind wegen 

a) Bindung zu Proteine, 

b) Bindung zu RNA als DNA-RNA Kot^lexe, und 

c) Anwesenheit in ds.DNA Form. 

9. Langerer Aufenthalt in der Blutbahn, weil die Clearance-Mechanismen, 
die fiir die Entfernung der DNA bzw. deren Fragmente aus der Kreis- 
lauf verantwortlich sind, wegen der standigen "Uberflutung" der 
Zirkulation mit diesen Substanzen in den bosartigen Zustanden, Oder 
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wegen noch nicht bekannter Ursachen, ausgeschopft sind. 

Diese Ursachen und Unstande sind in verschiedenen Korbinationen und in 
verschiedenen MaBe in den verschiedenen Sorten von bosartigen Krankhei- 
ten und in deren verschiedenen Phasen fur den veranderten DNA-Inhalt in 
der Blutbahn verantwortlich. 

Da die rechtzeitige Erkennung die wichtigste Voraussetzung fur eine 
Remission bzw. fur die Heilung bosartiger Krankheiten ist, ist ein 
Universal-Malignitatstest notwendig, der im breiten Spektrum maligner 
Krankheiten schon relativ kleine Mengen maligner Zellen aufspuren bzw. 
nachweisen kann. 

Einen derartigen universale Test gibt es noch nicht. Nur zwei Verfah- 
ren haben bis jetzt als Verlaufskontrolltest routinemaBig Anwendung 
gefunden: Der Alpha-Feto-Proteintest fur Leberkrebs und Teratocarzinon 
und das carcionoembryonale Antigen (CEA) fur Krebssorten des digestiven 
Systems, die CEA produzieren. 

in 1985 wurde ein Flotationsverfahren mlt 16 stundigem Ultrazentrifu- 
gieren des Serums bekannt, das eine auf Krebs charakteristische 
Lipoprotein-Fraktion nachweisen kann, die auch RNA mlt Poly(A) RNA 
Kanponenten enthalt. Dieses Verfahren wurde aber in prakanzerosen 
Zustanden, in benignen monoklonalen Gammopathien und in vielen anderen 
Zustanden noch nicht erprobt. Die Sensitivitat dieses Flotationsverfah- 
ren ist relativ gering, 0.2 mikrogranm/ml, im Vergleich zu dem hochgra- 
dig sensitiven Hvbridisierungsverfahren. Damit kann man vielleicht 
erklaren, dafl das Flotationsverfahren in einigen klinisch gesicherten 
Krebsfillen negativ ausgefallen ist. Es ist sehr wahrscheinlich, dafi 
die RNA in der Lipoprotein Fraktion nur ein Tell der Gesamt-Plasma- 
Nuklein-Sauren ist, die aus den bosartigen Zellen in die Blutbahn 
gelangt sind. (Gesamt-Plasma-Nuklein-Sauren bosartigen Ursprungs) . 
Ferner ist die lange Oltrazentrifugation ein groBer Nachteil des Flota- 
tionsverf ahrens . 

jungstens wurden auch zwei Inmuntests als diagnostische Krebs-Tests 
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vorgeschlagen. Ein Verfahren fur die Isolierung des sogenannten "Cancer 
Associated Protein" (CAP) wurde verof fentlicht mit der Absicht der Ver- 
wendung als ein Krebstest (Jmmuntest) . 

In 1985 wurde als Moglichkeit fur Krebstests der Nachweis im Urin von 
Onkogen-Polypeptiden durch monoklonalen Antikorper mittels Irmtunoblot 
gedacht. Mit Polypeptiden von drei Onkogenen durchgefiihrte Untersuchun- 
gen haben gezeigt, dafi der Unterschied zwischen norma len und pathologi- 
schen Werten nicht sehr grofi 1st und die Schwangerschaft hohere Werte 
produziert als eine bosartige Krankheit. Fur die vollstandige Beurtei- 
lung muB jedes Onkogen-Poiypeptid fur verschiedene GroBen untersucht 
werden, was ein sehr groBer Zeit- und Materia laufwand ist. Ferner zeig- 
ten die nonnalen Werte eine groBe Streuung und so kann ein bedeutendes 
Oberlappen der normalen und der pathologischen Werte vorkcnmen. Zum 
Beispiel Untersuchungen mit monoklonalen Antikorpern gegen nur ein 
Onkogen-Poiypeptid zeigten positive Werte in 25-29% der bosartigen und 
in 6-9% der nicht-bosartigen Falle. 

Ein sehr wesentlicher Nachteil dieser wie jeder anderen Methode, die 
auf dem iiBounologischen Nachweis der Proteine Oder Polypeptiden von 
Krebszellursprung basieren, ist, daB die Anwesenheit von spezifischen 
Antikorpern, die durch den Wirt gebildet, oder fur Therapiezwecke 
eingefuhrt werden, unrealistische Ergebnisse verursachen und iiberhaupt 
ein bedeu tender Storfaktor sein konnen. 

Der Erf indung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zum Nachweis 
der DNA, bzw. deren Fragmente, von zellularen Onkogenen in einer azel- 
lularen biologischen FlUssigkeit, wie Blutplasma anzugeben. Da es hier- 
fur notwendig ist, erst die DNA aus dem Blutplasma zu trennen, ist es 
eine weitere Aufgabe der Erf indung, ein zuverlassiges Verfahren zur 
Trennung der DNA aus dem Blutplasma anzugeben. 

Durch die Behandlung des Blutplasmas zur Trennung des DNA-Inhaltes, 
durch Unterziehen der DNA einer enzymatischen Amplif izierung in vitro, 
durch Imnobilisierung der DNA in denaturierter Form an einen festen 
Substrat und durch Kontakt des festen Substrats mit der markierten 
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denaturierten Onkogen-DNA urn diese miteinander, wenn die Plasma-DNA und 
Onkogen-DNA-Probe karplanentare Sequenz (en) haben, zu binden (zu hybri- 
disieren) , wird ein zuverlassiges Nachweisverfahren erreicht. Diese 
Tatsache wird durch den Nachweis der Markierungssubstanz, Oder im Falle 
der radioisotopischen Markierung durch Autoradiographie bestlitmt. 

Die in die Blutbahn gelangte DNA, deren Fragmente aus dem Blutplasma 
extrahiert werden konnen, kann dessen Onkogen-Inhalt durch in vitro 
molekulare Hybridisierung nachgewiesen werden. Der Nachweis von Onkoge- 
nen bzw. deren Fragmente im Blutplasma durch in vitro Hybridisierung 
ist umsomehr geeignet fur diesen Zweck, weil sie nicht nur auBerst 
spezifisch sondern auch hochgradig enipfindlich ist und so wenig wie 0,5 
bis 2 pg DNA/ml spezifisch nachgewiesen werden kann. Durch die Kcmbina- 
tion der in vitro Amplif izierung der Target-Sequenzen der Onkogene mit 
der in vitro Hybridisierung erhoht sich die Empf indlichkeit der Methode 
urn mehr als zwei GroBenordnungen. 

Erf indungsgemaB werden die Gesamt-Plasma DNA wie die in die Blutbahn 
gelangte DNA., bzw. deren Fragmente aus dem Blutplasma von Patienten mit 
bosartigen und nicht bosartigen Krankheiten isoliert und auf die Anwe- 
senheit der DNA zellularer Onkogene mit in vitro molekularer Hybridi- 
sierung untersucht. 

Man konnte feststellen, daB Plasma-DNA in nicht-malignen und malignen 
Zustanden isoliert werden kann. Wenn die isolierte DNA des Blutplasmas 
auf Onkogen-Inhalt durch molekulare Hybridisierung in vitro mit mar- 
kierten Onkogen-DNA Proben untersucht wurde, konnten wesentliche Unter- 
schiede (qualitative und quantitative) zwischen bosartigen und nicht- 
bosartigen Krankheiten festgestellt werden. 

Die qualitativen und quantitativen Onterschiede ermoglichen, daB erfin- 
dungsgemaBe Verfahren zur Untersuchung der Onkogen DNA im Blutplasma 
als Nachweis auf aktive maligne Prozesse angewendet werden kann. Die 
praktische Anwendbarkeit des Verfahrens zur Feststellung der DNA, bzw. 
deren Fragmente, von zellularen Cnkogenen aus menschlichem Blutplasma 
ist ein Universal-Malignitatstest fiir den Nachweis bosartiger 
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Prozesse. 

Der wesentlichste Vorteil dieser Erfindung 1st es, daB sie ein Verfah- 
ren angibt, das als Universal-Mai Ignitatstest dienen kann: Dieser Test 
beruht auf den Grundprinzipien der bosartigen Transformation durch die 
Aktivierung von zellularen Onkogenen und der Besonderheiten der bSsar- 
tigen Zellen und Turnore. 

Der zweite bedeutende Vorteil dieses Verfahrens ist die grofle Banpf ind- 
lichkeit (1 pg/ml) . 

Ein weiterer wesentlicher Vorteil der Erfindung ist im Gegenteil zu 
Iirmuntests, daB die spezifischen Antikorper, die sich durch den Wirt 
gebildet haben, oder die fur Therapiezwecke in die Blutbahn eingefuhrt 
warden, die Ergebnisse nicht beeinf lussen konnen. 

Gegeniiber Nachweisverfahren, die auf Imnunologischem Nachweis der Pro- 
teine oder Polypeptiden von Krebszellursprung basieren, hat das erf in- 
dungsganafle Verfahren den Vorteil, daB eine Storung des Ergebnisses 
durch spezifische Antikorper entfallt. 

Dieses Verfahren hat auch den Vorteile, daB die Gefahr des Abbaus der 
DNA ist wesentlich kleiner ist. 

Der groBte Vorteil ist, daB der Nachweis der Onkogen-DNA fahig ist, zu 
beweisen, dafl die Aktivierung des Onkogens durch Punktmutation verur- 
sacht wurde und welcher Punkt des Onkogens durch Mutation verandert 
wurde. Aus diesem Grund kann man wissen, wie das Onkogen-Produkt (OKP) 
verandert ist. Alle ras Oncogene konnen in der Position 12, 13, 61 
durch Punktmutation verandert werden. Die Mutation betrifft besonders 
das ras Ki Onkogen, und zwar in der Position Codon 12. Diese Veranderung 
fuhrt zu einem Onkogenprodukt, in dem die Aminosaure 2iZ 1x1 6er *osi- 
tion 21 (p21) mit val (besonders in Kolon und Harnblase-Krebs) , arg; 
(besonders in Lungenkrebs) oder mit ££S (besonders in Lungenkrebs) 
verwechselt wird. Oligonukleotid-Proben fur diese Onkogene zum Zweck 
dieser Hybridisierung sind im Handel erhaltlich (Oncogene Science Inc., 
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Mineola, NY 11501) . 

Da dieses Onkogen-Produkt nur in den Tumorzellen vorhanden ist und in 
den normalen Zellen ikerhaupt nicht anwesend ist, bietet dieses durch 
Mutation veranderte Onkogen-Produkt diagnostisch und therapeutisch 
einen einmaligen ausschlieB lichen spezifischen Angriffspunkt an den 
bosartigen Zellen. 

So kann man, zum Beispiel, durch Urcnunoimaging, intravenose Verwendung 
von monoklonalen Onkogen-Produkt Antikorpern, verbunden mit einen Ra- 
dioisotop, bosartige Zellen ixn Korper schon in einem Stadium der bosar- 
tigen Krankheit, wenn die ublichen bildgebenden MaSnahmen noch negative 
Resultaten geben, visual is ieren. 

Mit monoklonalen anti-OKP spezifischen Antikorpern, allein oder in Ver- 
bindung mit radioaktiven oder chemotherapeutisch wirkenden Substanzen, 
oder durch Hentnung der translationalen AktivitHt der entsprechenden 
Onkogen-Transkripte (mRNA) kann man ausschliefllich nur die bosartigen 
Zellen beeinflussen bzw. vernichten, ohne die normalen Zellen zu be- 
schadigen. 

Der Nachweis zellularer Onkogen-DNA bzw. deren Fragmente aus dan 
Blutplasma bietet weitere, fur die Iherapie maBgebende Informationen: 

1. a. Der Grundcharakter maligner Prozesse und ihr Verhalten im Wirt ist 
wesentlich dadurch bestiirmt, welche Onkogene aktiviert wurden (Ge- 
netic Scripture, Zell-Onkogenprof il) . Dies konnte bisher nur hi- 
stologisch in Tumorgeweben durch in vitro Nukleinsaure-Hybridisie- 
rung bestUrmt werden. Der erf indungsgemafle Mai ignitats test kann 
diese Auskunft zumindest teilweise aus dem Blutplasma liefem 
(Plasma^nkogen-Profil) , lange bevor die relativ kleine Tumorzell- 
masse visual is ierbar und fur histologische Untersuchungen erreich- 

bar ist. 

b. Wahrend der malignen Prozesse in vitro sowie wahrend des Bestehens 
der bosartigen Krankheit in Patienten konnen neue Onkogene zusatz- 
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lich aktiviert werden, was zu einer bedeutenden Progression der 
Bosartigkelt fuhren kann. Diese Gefahr kann mit den Malignitats- 
test wahrend der Verlaufskontrolle fruhzeitig dadurch erkannt 
werden, dafl eine neue Onkogen-DNA aus dem Blutplasma identifiziert 
wird, welche bisher im Plasma nicht vorhanden war. 

c. Der Nachweis der Onkogen-DNA ist besonders geeignet, um die Ampli- 
fikation der Onkogene zu untersuchen und zu beobachten. Wahrend 
des Krankheitsablaufs kann eine Verstarkung (Amplif ikation) der 
aktivierten Onkogene auftreten, wodurch eine wesentlich erhohte 
Aggressivitat und Progression der bosartigen Zellen verursacht 
werden kann. Das Auftreten einer solchen Verstarkung kann mit dem 
quantitativ ausgefuhrten Maglignitatstest schon fruhzeitig wahrend 
der verlaufskontrolle beobachtet werden. Das bedeutet, dafl ein 
Subklon der Tunorzellen, der das amplifizierte Onkogen hat, friih- 
zeitig, bevor er sich ausbreiten konnte und die Prognose sehr 
verschlechtern konnte, erkannt werden kann. Dieser Subklon kann im 
Fruhstadium durch spezifische Imnuntherapie oder Imraonochemothera- 
pie beeinf luflt und gegebenenfalls vernichtet werden. Amp 1 if ikation 
der zellularen Onkogene (auf das Zwei- bis Hundertfache) tritt 
entweder im Primertumor oder wahrend der Progression und Diversi- 
fication der bosartigen Zellen und in ungefahr 30 % bis 50 % 
der Falle der bosartigen Krankheiten auf. 

2. Genprodukte der aktivierten zellularen Onkogene spielen eine wich- 
tige, sogar vitale Funktion in den transformierten bosartigen Zellen, 
viele von ihnen fungieren als Protein-Kinase-Enzyme in der Zellmem- 
bran. 

Die Veranderung bzw. Beeintrachtigung dieser Funktion durch Angriff 
auf die bosartigen Zellen imnunspezifisch, gezielt auf ihre Onkogen- 
produkte mit monoklonalen Antikorpern a lie in oder gebunden mit radio- 
aktiv oder chemotherapeutisch wirkenden Substanzen kann zur heilenden 
Wirkung fuhren, bevor die Turaorzellmasse sich verbreiten konnte. Ein 
Plasma-Onkogenprof il bei Fruherkennung zeigt die spezifischen Thera- 
piemoglichkeiten. Die Verlaufskontrolle mit neuen Onkogen-Proben er- 



WO 89/00206 



PCT/DE88/00384 



9 



moglicht es, neu aufgetretene Onkogen-DNA zu erkennen. Ein quantita- 
tiv durchgefiihrter Malignitatstest bietet wahrend des Krankheitsver- 
laufs eine Fruherfassung einer eventuellen Amplifizierung eines zel- 
lularen Onkogens und giht spezifische Hinweise, wie man diesen neuen 
Subklon von bosartigen Zellen unterdriicken bzw. vemichten kann, 
bevor eine groflere Progression oder Agressivitat verursacht ist. 

Die Kombination von in vitro enzymatischer Amplifizierung mit der in 
vitro (Oiigonukleotide) Hybridisierung erhSht die Bnpfindlichkeit der 
Methode urn mehr als zwei GroBenordnungen. Dieses kcmbinierte Verfah- 
ren ubertrifft hinsichtlich der Sensitivitat alle zur Zeit moglichen 
Methoden, inbegriffen ELISA, fur den Nachweis von Onkogen-Produkten. 

Die Erhohung urn zwei GroBenordnungen der Sensitivitat eines Maligni- 
tatstests bedeutet einen therapeutisch sehr wichtigen Vorsprung von 
mehreren tonaten in der Pruherkennung maligner Prozesse und deren 
Rekurrenz nach durchgefuhrter Therapie. 

Da die durch Punktrautation veranderten und so aktivierten Onkogene in 
den normalen Zellen iiberhaupt nicht vorkonmen, ist der Nachweis 
dieser Onkogene inner von einer groBen diagnostischen Bedeutung. Zwar 
warden durch Mutation aktivierte ras Onkogene gelegentlich in einigen 
Prakaxizerosenzustanden aus Geweben nachgewiesen, aber damit die DMA 
oder deren Fragments dieser Onkogene in die Blutbahn gelangen konnen, 
sind die Besonderheiten der malignanten Transformation und der bosar- 
tigen Turnore notwendig. 

Im folgenden wird die Erfindung genauer erlautert. 
Aus dem frischgewonnenen Blut wird das Plasma schnell separiert. Dann 
wird das Plasma mit einem Detergens, wie Natriumduodezylsulphat (SDS) 
und einem proteolytischen Enzym, wie Proteinase K (Boehringer Mann- 
heim) mit einem wassrigen Medium vermischt und wird dann bei 37 Grad C 
fur 1 bis 3 h in einer Pufferlosung (pH 7,5) inkubiert. Die viskose 
Mischung wird durch Vortexing periodisch umgeruhrt. Nach der Inkuba- 
tion wird durch organisches Losungsmittel , wie Phenol, dreUnal extra- 
hiert. Das Ergebnis ist eine organische Phase, die den groflten Antcil 
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der Proteine f und eine wassrige Phase, die im wesentlichen die gesamte 
DNA enthalt. Phenol wird nach Zentrifugieren entfernt. Die Interphase 
wird mit zusatzlichen Phenol und Puffer reextrahiert. Nach der dritten 
Extraktion wird die DNA in Anwesenheit von 0,25 M Na-azetat bei pH 5,2 
mit eiskaltem Xthanol bei -20 Grad C inkubiert, prezipitiert und zen- 
trifugiert. Das DNA-Sediment (das nicht iimier sichtbar ist) wird in 
dan gewunschten Puffer Oder der Losung gelost. 

Die DNA wird einer DNase-Enzymr-freien RNase-Behandlung bei 37 Grad C 
fur 1 h unterzogen. Danach wird die DNA zweimal mit Phenol/Chloroform 
extrahiert und mit Xthanol wie oben prezipitiert und in dem gewiinsch- 
ten Losungsmitte 1 gelost. 

Die spezifischen Target-Sequenzen aller Onkogene konnen durch enzyma- 
tische Anplifizierung in vitro spezifisch wesentlich vermehrt werden. 

Im Fall der durch Punktmutation veranderten Onkogene wird die Plasna- 
DNA. einer solchen in vitro enzymatischen Araplif izierung mittels Poly- 
merase-Ketten-Reaktion (PKR) unterzogen, um die spezifischen, durch 
Punktxnutation veranderten Sequenzen wesentlich zu vennehren. 

Zwei Oligonukleotid-DNA Fragmente ( je von 20 Basen) , kanplanentar zu 
den Sequenzen, die das Target-Kodon f lankieren, werden als Primere 
benutzt, um die angrenzenden Sequenzen, welche das mutierte Kodon 
haben, durch das Klenow-Fragment von Escherichia coli DNA-Polymerase I 
zu kopieren nach dan Prinzip von Saiki und Mitarbeiter (Science 230: 
1350 - 1354, 1985) . Annealing der Oligcroer-Primere zu den entsprechen- 
den denaturierten Onkogen-DNA aus dan Blutplasma wird durch Synthese 
der neuen Fragmente, die die Target Sequenz enthalten, unter der 
Wirkung des Enzyms und in der Anwesenheit von Deaxynukleotid-Triphos- 
phat fortgesetzt. Die neu synthetisierte Target Sequenz dient als 
weiterer Tenplat-Strang fur die Oligonukleotid-Prlmere und fiir das 
Enzym. Wiederholte Zyklen von Denaturierung, Primer-Annealing und 
Kettenelongation verursachen eine exponent ie lie Vermehrung der Target 
Sequenzen, 
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So ergeben z. B. 20 - 25 Zyklen Amplif izierung in vitro in 2 bis 2,5 h 
eine etwa 200. 000-f ache Vermehrung der spezifischen Target-Sequenzen. 

Die so vermehrten Onkogen-DNA Sequenzen werden denaturiert und auf 
vorbereitete Nylon-Filter aufgetragen, dann entweder durch UV-Licht 
Oder Backen in Vakuum-Ofen iimobilisiert. Die Nylon-Filter werden dann 
so behandelt, dafl das Binden weiterer Nuklein Sauren verhindert wird. 
Die so behandelten Filter werden mit verschiedenen Oligonukleotid- 
Onkogen Proben, die das durch Punktmutation veranderte Kodon enthal- 
ten, in Kontakt gebracht. 

\M die durch Punktmutation veranderten Onkogen-Sequenzen in der 
Plasma-DNA vor und besonders nach der in vitro enzymatischen Amplifi- 
zierung zu identif izieren, wird die DNA mit markierten Oligonukleotid- 
Onkogen-Proben, die das mutierte Kodon haben, in vitro hybridisiert. 
Die so geformten Hybrid-Duplexe sind dann stabil, wenn das Match 
perfekt ist. Im Falle von Mismatch sind die Hybrid-Duplexe nicht so 
stabil. Diese Onterschiede werden ausgenutzt, urn die Mismatch-Duplexe 
durch Auswahl der Temperatur, der Ion-Starke und der Zusatmrensetzung 
der Waschlosung besonders beim Waschen (nach Qnpfehlung des Herstel- 
lers) zu ellminieren und die durch perfektes Match entstandenen 
Hybrid-Duplexe zu behalten. Deren Anwesenheit wird dann durch Autora- 
diographie nachgewiesen. 

Wenn die Plasma-DNA auf nicht-mutierte Onkogene ohne in vitro Ampli- 
f izierung untersucht wird, wird die im Wasser geloste DNA denaturiert 
durch Erhitzen auf 100 Grad C fur 10 min und durch Mischen mit glei- 
chem volumen 1 M NaOH, und bei Zinmertemperatur 20 min inkubiert. Dann 
wird das Alkali neutralisiert auf einen neutralen Wert (pH 8,0) durch 
Zumischung von 1 M HC1 und die Salzkonzentration wird durch Zugabe von 
1 M NaCl, 0,3 M Na-zitrat, 0,5 M Tris.CL (pH 8,0) erhoht. Dann wird in 
Eis gekuhlt. Die Erhohung der Salzkonzentration dient der Erhohung der 
Bindefahigkeit der DNA an das feste Substrat (siehe unten) . 

Die resultierende Losung von d^naturierter DNA wird in gewunschter 
Menge auf einem festen Substrat, wie reine Nitrozellulose, aufgetra- 
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gen, urn eine Irtinobilisterung der denaturierten DNA an den festen 
Substrat zu bewirken. Das resultierende feste Substrat wird einer 
Wasche bei ZiitmertOTiperatur mit 50 ml vol 6 x SSC unterzogen und 
getrocknet, dann in einem Vakuumherd bei 80 Grad C fur 2 h gebacken. 
Das gebackene feste Substrat wird danach behandelt, urn ein weiteres 
Binden von Nuklein Saure an das feste Substrat zu verhindern. 

Die (radioisotopisch oder nicht-radioisotcpisch) markierte Onkogen 
DNA-Probe wird denaturiert und in einer Losung mit dem festen 
Substrat, auf dent die Plasma-DNA schon inroobilisiert 1st, in Kontakt 
gebracht, urn damit unter ausgewahlten therraischen und chemischen 
Bedingungen zu hybridisieren. So wird bewirkt, dafi die markierte 
Onkogen DNA-Probe durch Wasserstoffbindungen mit der kcraplementaren 
Sequenz (en) der auf dem festen Substrat imobilisierten Plasma-DNA, 
wenn sie diese kcmplementSxen Sequenzen haben, verbunden (hybridi- 
siert) 1st. 

Nach einem vorbestirntiten Zeitraum wird das feste Substrat einer Wasche 
unterzogen, urn die nicht spezifisch gebundene, markierte Onkogen ONA- 
Probe zu entfernen. 

Das feste Substrat wird anschlieBend einer Analyse unterzogen, umd das 
Stattf inden der Hybridisierung zwischen der Plasma-DNA und der mar- 
kierten Onkogen-DNA Probe nachzuweisen. Das wird im Falle der radio- 
isotopischen Markierung durch Autoradiographie , im Falle der nicht- 
radioisotopischen Markierung durch Nachweis der Markierungssubstanz 
raittels Enzymaffinitatstest durch Farbreaktion bestimmt. 

Eine Menge von gereinigter molekularisch klonierter DNA, die die 
Sequenz als Kode fiir Onkogen enthalt, wird entweder radioisotopisch 
oder nicht-radioisotopisch markiert. Die radioisotopische Markierung 
wird durch Nick-Translation nach Rigby et al. (J. Mol. Biol. 113:237- 
251, 1977) im Fall von oligonucleotide Onkogen Proben durch Endmar- 
kierung durchgefuhrt, urn hohe spezifische Aktivitat zu erreichen. Fur 
diese Verfahrensweise verwendbare Radioisotope sind beispielsweise • 
besonders 32 P aber auch I 125 , I 131 und H 3 - 
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Die nicht-radioisotopische Markierung der Onkogen-DNA Proben wird 
beispielsweise mit Biotin, auch durch Nick-Trans Lation (Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 78:6633-6637, 1981) und jiingstens mit Photobiotin 
(Nucleic Acid Research 13: 745-761, 1985) durchgefuhrt. Die Markierung 
rait Photobiotin ist besonders unkcmpliziert, schnell und preisgiinstig. 
Ein Photobiotin-Markierungs- und Nachweis-Kit wird kcmnerziell angebo- 
ten (BRESA, Adelaide, South Australia) . Die Markierung rait Biotin hat 
einen sehr wichtigen Vorteil: Abgesehen davon, daB sie nicht radioak- 
tiv ist, kann man Ergebnisse innerhalb einiger Stunden durch Farbreak- 
tion sehen. Man mufi nicht Tage warten, wie bei der Autoradiographie. 

Onkogen-DNA Proben, Onkogen-0 1 igonuc leot id-Proben , raarkiert oder un- 
markiert, sind kcnroerziell erhaltlich (ONCOR, Inc. Gaithersburgh, Ma. 
USA 20877; ONCOGENE SCIENCE Inc. Mineola, NY. 11501 USA) . 

Das folgende Beispiel dient zur weiteren Erlauterung der Erfindung, 
ohne sie zu beschranken: 
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Beispiel 

Es wird 20 ml Blut rait 20 IE/ml Heparin entnortnen und das Blutplasma 
wird so schnell wie moglich separiert. Es wird in zwei Einweg Plastik- 
Zentrifugen-Rohrchen je 5 ml Blutplasma pipettiert. Eines wird tiefge- 
kiihlt fur eventuelle Wiederholung, Oder fur erganzende Untersuchungen 
als Reserve aufbewahrt. Das andere wird gleich in Bearbeitung genatmen. 

Es wird ein Gemisch aus 0,4 M Tris.Cl (pH 7,5) ; 50 mM Athylendiaminote- 
traessigsaure (EDTA) ; 0,6 M NaCl; 2 % (Gew/Vol) Natriumduodecylsulfat 
(SDS) und Proteinase K (Endtonzentrtion 200 mikrogranm/ml , Boehringer) 
hinzugefugt und bei 37 Grad C fiir 1 bis 3 h inkubiert mit hauf igem 
Vortexing. 

AnschlieBend wird gleiches Vo lumen von Phenol und Chloroform-IsoamylaL- 
kohol (24:1) eingemischt und durch Schutteln extrahiert, sodann durch 
Zentrifugieren die organische und die unorganische (wassrige) Phase 
getrennt. Die unorganische Phase wird separiert und aufbewahrt. Die 
Interphase wird mit Phenol-Chloroform wie oben extrahiert. Die wassrigen 
Phasen werden geneinsam wieder mit Phenol und Chloroform noch zweimal 
extrahiert. 

Nach der dritten Extraktion wird zu der wassrigen Phase Natriumazetat 
von 2,5 M (pH 5,2) zugemischt, urn die Endkonzentration von 0,25 M zu 
erreichen. Zwei Volumina von eiskaltem Sthanol werden zugefugt, gut 
vermischt und bei -20 Grad C inkubiert und danach zentrifugiert. 

Das DNA-Sediroent (nicht immer stchtbar!) wird in TE (pH 8,0) (10 mM 
Tris.Cl- pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0) gelost und mit DNase-freier RNase 
(Endkonzentration 10 mikrogranm/ml) bei Ziitmertemperatur fur 60 rain 
inkubiert, danach wird mit Phenol-Chloroform zweimal extrahiert und mit 
Athanol wie oben prazipitiert. 

Die Extrahierung der DMA ist wesentlich erleichtert und es wird eine 
serienweise Untersuchung ermoglicht durch die Anwendung des Instruments 
"Nucleic Acid Extractor" (Analytic Biosystem, Foster City, Ca, 94404, 
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USA) . Das oben geschriebene Verfahren ist leicht adaptierbar fiir den 
"Nucleic Acid Extractor". 



Bei der Untersuchung der nicht-mutierten Onkogene wird die Plasma-DNA 
gelost in Wasser in der gewiinschten Konzentration auf 100° C fur 10 min 
erhitzt, dann schnell in Eis gekuhlt, rait gleichem Volumen von 1 M NaOH 
gemischt und bei Ziimertemperatur fiir 20 min inkubiert. Damit wurde die 
Denaturierung der DNA erreicht. 

Die denaturierte DNA wird mit einer losung von 1 M NaCI, 0,3 M Na- 
zitrat, 0,5 M Tris.Cl (pH 8,0) und 1M HC1 gemischt, dann in Eis gekuhlt. 

Ein entsprechendes Volumen von der resultierenden losung (10 miJcrograimi 
DNA) wird auf einem festen Substrat wie reines Nitrozellulose aufgetra- 
gen, wobei das entsprechende Volumen von der denaturierter DNA Losung in 
eine Vertiefung einer "Mikrofi Iter" -Platte mit 96 Vertiefungen ein- 
gebracht (Minifold I Filtration und Inkubations-Platte, Schleicher & 
Schuell, Keene, New Hampshire, 03431, USA) (Bio-Rad, Richmond, Ca, 94 
804, USA) und unter gelindem Vakuum unter Bildung eines Flecks von 3,0 
nm Durchmesser, filtriert wird. Der resultierende Filter wird von einer 
Losung von 50 ml von 6 x SSC bei Zimrertemperatur gewaschen, getrocknet 
und bei 80 Grad C fiir 2 h im Vakuumherd gebacken. 

Nach dem Backen wird der resultierende Filter einer Behandlung, der 
sogenannten Prehybridisierung in Prehybridisierungs losung unterzogen. 
Prehybridisierungslosung: Formamid 50% (Vol/Vol); 5 x Denhardt's Losung; 
5 x SSPE; 0,1 % SDS; 100 mikrogranro/ml denaturierte DNA aus Heringssper- 
ma und 1 mikrogranin/ml Poly A. (Denhart's Losung: Ficoll 5 g; Polyvinyl- 
pirrololidon 5 g; Rinderserumalbumin (Pentax Fraktion V. 5 g und H 2 0 zu 
500 ml) . Der Filter wird in dieser Prehybridisierungslosung bei 42 Grad 
C fur 6 - 8 h inkubiert. (20 X SSPE: 174 g NaCl; 27,6 g NaH 2 P0 4 ; 7,4 g 
EDTA ad 1 Liter H 2 0, pH 7,4) . 

Die markierte DNA-Qnkogen Probe wird durch Erwarmung auf 100 Grad C fiir 
5 min denaturiert und schnell in Eis abgekuhlt. In denaturierter Form 
wird zu die Prehybridisierungslosung, in der der Filter schon inkubiert 
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ist, zugemischt und weiter inkubiert bei 42 Grad C fur 12 - 20 h. 

Nach der Inkubierung wird die Losung, in der die Inkubation durchgefuhrt 
wurde, weggegossen und der Filter 3-4 mal fur 5-10 min ( je Wasche) 
einer Wasche bei Zirrmertemperatur im grofien Vo lumen von 2 x SSC und 0,1 
% SDS unterzogen. Der Filter wird zwei weiteren Waschen fur 1 - 1,5 h in 
einer Losung von 1 x SSC und 0,1 % SDS bei 68 Grad C unterworfen. Wenn 
der Hintergrund noch imner hoch ist, sind weitere Waschen bei hoheren 
Stringenzien (Scharfen) notwendig: Fur 60 min in einer Losung von 0,2 x 
SSC und 0,1 % SDS bei 60 Grad C. 

Die folgenden, gut bekannten, kauf lichen 18 molekularisch klonierten 
menschlichen Onkoge wurden als Onkogen-ONA Probe gebraucht, die hier 
ungefahr nach Hauf igkeit ihres Vorkcnroens mit erhohter Aktivitat in 
menschlichen Bosartigkeiten gruppiert sind: 

In alien bzw. praktisch 
alien Bosartigkeiten: 



in seltenen, nur in in sehr seltenen 

gewissen Forraen von Bos- Fonnen von Bosar- 
artigkeiten: tigkeiten; 



A. B. C. 

f 0S fes raf Erb A alu 

myc myb Ei±) B mos bcr 

Ha-ras fins N-myc sis N-ras 

Ki-ras src 

abl 

0 1 igonuol eotid-Proben : ras Kl (codon 12), siehe auch S. 6, waren durch 
Endmarkierung markiert. 

32 

Die Proben wurden radioisotopisch mit P markiert (spezif ische Akti- 
vitat: 10 8 cpn/raikrograirni) durch Nick-Translation nach Rigby et al (J. 
MdI. Biol. 133:237-251, 1977) oder unmarkiert erhalten. Die unmarkierten 
DNA Proben wurden entweder mit Bio tin (nach Leary, Proc. Nat. Acad. Sci. 
80:4045 - 4049, 1983) oder mit Photobiotin markiert. Reagenzien fur die 
nicht-radioisotopische Markierung durch Nick- translation nach Rigby et 
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al (J. Mol. Biol. 133:237-251, 1977) mit Biotin und fur die Visuali- 
sierung der Resultate der Hybridisierung mit Enymaffinitatsverfahren 
durch Farbreaktion werden in Handel angeboten (Amersham, Little 
Chalfont, England) . Markierungen mit Photobiotin erfolgt nach Vorschrift 
des Hers tellers (BRESA, Adelaide, South Australia) : Nach kureer Be- 
strahlung mit sichtbarem Licht geht Photobiotin eine stabile Bindung mit 
Nukieinsauren ein. Die so mit Biotin markierte DNA kann mit 2-Butanol 
Extraktion mit Sthanol-Precipitation isoliert werden und kann als sta- 
bile markierte Probe fur ein halbes Jahr in 0.1 mM EDTA bei -15 Grad C 
stabil aufbewahrt werden. 

Das Nitrocellulose-Papier im Falle radioisotopischer Markierung wird 
zwischen klaren Azetatfolien eingesetzt und in die Nahe eines fur die 
Rontgenstrahlen empf indlichen F limes gebracht. Ein verstarkerschirm wird 
an der entgegengesetzten Seite angebracht und lichtdicht verpackt. Nach 
einer bestinntten Zeit wird der Film entwickelt. Die Anwesenheit der DNA 
bzw. deren Fragmente, die mit der Onkogen-DNA Probe hybridisierten, wird 
durch die Anwesenheit eines Flecks auf dem Film best limit. 

Im Falle nicht-radioisotopisch markierter Onkogen-DNA Proben, wie im 
Falle der mit Photobiotin markierten Onkogen-DNA Proben, werden die DNA 
Proben in 0.1 M EDTA aufgetragen, sonst wird die Prehybridisierung so 
ausgefiihrt wie mit radioisotopisch markierten DNA Proben, aber die Dauer 
der Prehybridisierung ist kurzer: 4-8 h. Die Hybridisierung wird 
durchgefuhrt wie mit radioaktiven Proben, aber bei hoherer Temperatur 
(55 Grad C) fur 20 h in einer Losung: 4 Vol. Prehybridisierungspuffer; 
1 Vol. von etwa 0.5 g/ml Natrium Dextransulfat und 20 ng/ml Biotin-mar- 
kierte DNA Probe (Onkogen-DNA Probe) . 

Die getrockneten Nitrocellulose-Papiere werden bei 42 Grad C fur 30 min 
in SHC Puffer (1 M NaCl; 0,1 M Tris. CI. pH 7.5; 2 mM MgCl 2 0.05% v/v 
Triton X-100) mit 30 mg von Bavin Serum Albumin inkubiert. Nachdem das 
Nitrocellose-Papier getrocknet 1st, wird es bei Ziitmertemperatur fur 10 
min in STMT-Puffer mit 1 mikrogramm/ml Sigma Avidin-alkalische Phospha- 
tase-Komplex inkubiert, dann wird mit hauf igem Schutteln in STMT Puffer 
(3 x 10 min) und STM Puffer (1 m NaCl, Tris. CI pH 9.5, 5 mM MgCl 2 ) fur 
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2x5 min Inkubiert. 

Fur Farbreaktionen wird das Nitrocellulose Papier bei Zimmertemperatur 
iro Dunkeln mit Substrat-Losung (SIM Puffer aber nur mit 0.1 M NaCl) mit 
0.33 mg/ml Nitro-blau-tetrazolium, 0.17 mg/ml 5-Brano-4-Chloro-3-Indolyl 
Phosphat und 0.33% v/v N,N-dimethylforraamid vermischt. Die Reaktion wird 
durch Waschen des Nitrocellulose Papiers mit 10 itM Tris.Cl pH 7.5; 1 mM 
EDTA beendet. 

Fur die Amplif izierung in vitro wird 3-5 mikrogranm Plasma-DNA zu 300 
- 500 mikroliter Buffer zusamraengesetzt aus 10 mM Tris.HCl, pH 7,5, 50 
nM NaCl, 10 nM MgCl, 1,5 mM Deoxynukleotid-Triphosphat (dBTP, alle 
vier) , 1 uM je von der zwei Primeren in einem P lastik-Zentr ifugenrohr- 
chen zugemischt. Die Plasma-DNA wird durch Erhitzen bei 95 Grad C fur 5 
min denaturiert, dann zentrifugiert, urn die Kondensation zu entfernen. 
Die Rohrchen werden gleich bei 30 Grad C fur 2 min inkubiert, urn die 
zwei Oligonukleotid-Primere zu ihren Target-Sequenzen durch Hybridi- 
sierung binden zu konnen (Annealing) . Danach wird 6-10 mikroliter von 
Klenow Fragment des Escherichia coli DNA Polymerase I Enzymes (Bio labs, 
0,5 Einheit/ul in 10 nM Tris.HCl, pH 7,5, 50 mM Nacl und 10 nM MgCi 2 ) 
zuganischt. Diese Mischung wird zusatzlich noch fur 2 min bei 30 Grad C 
inkubiert. Diese Zyklen von Denaturieren, Zentrifugieren, Annealing und 
Kettenelongation werden 19-24 -ma 1 wiederholt, die Zeit fur die Dena- 
turierung wird aber hier anstatt 5 min auf 2 min reduziert. Durch die 
20 - 25 Wiederholung wird ein Endvolumen von 420 - 700 ul erhalten. 

Ca. 110 - 200 ng der in vitro amplifizierten Plasma DNA wird auf Nylon- 
Filter (Zetabind Oder Zetaprobe) , die vorher 20x SSPE befeuchtet wurden, 
aufgetragen, dann werden die Filter einer Wasche in 20x SSPE unterzogen 
und danach durch Backen bei 80 Grad C fur 60 min iirmobilisiert, dann in 
5x SSPE, 5x Denhardt' s Losung, 0,5 % SDS und 30 % Formamid fur 4 h bei 
42 Grad C inkubiert (prehybridisiert) . 

Die Hybridisierung wird mit P 32 -endnarkierten Oligonukleotid-Onkogen- 
Proben (2xl0 6 cpn/ml) , die die mutierte Seguenz haben, im selben Buffer 
bei 42 Grad C fur 18 h durchgefuhrt. Dann werden die Filter einer Wasche 
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in 2x SSPE, 0,1 % SDS zweimal bei Zinmerterrperatur fur 30 min und danach 
in 5x SSPE, 0,1 SDS fur 6 min fur 60 Grad C und in Hybridisationsbuffer 
aber ohne Denhardf s Losung und ohne Hering-Sperma-DNA fur zwei kurze 
Waschen bei Ziirmertemperatur unterzogen. SchlieBlich wird eine Wasche in 
diesem Buffer fur 30 min bei 58 Grad C durchgefuhrt. 

Die getrockneten Filter werden durch Autoradiographic bei -70 Grad C mit 
Verstarkungsschild (furs Ubemacht) ausgewertet. 

Bei der frei in losung Hybridisierung wird die DNA in denaturierter Form 
frei in L&sung mit der markierten Onkogen-DNA Probe gemischt, inkubiert 
fur i - 2 h bei 70 Grad C in Anwesenheit von Nuklease-Inhibitoren. Dann 
wird Hydroxapatit zugefiihrt, fur 5 min bei 70 Grad C inkubiert, urn das 
Produkt der Hybridisierung (Plasma-DNA-rrarkierte Onkogen-DNA Hybrid- 
Komplexe) zu adsorb ieren. 

Die so entstandene Hydroxyapatit-Fraktion, wird als Sediment durch Zen- 
trifugieren separiert. Das Sediment wird einer Wasche fur 5 nan bei 70 
Grad C unterzogen und das Produkt im Vergleich zum Hintergrund in der 
Hydroxyapatit-Fraktion aufgrund der Markierung bestimmt. 

Die erf indungsgemafle Arbeitsweise zum Nachweis der DNA bzw. deren Frag- 
mente, von zellularen Onkogenen im mensch lichen Blutplasma umfaBt meh- 
rere gunstige Reaktionsweisen und Schritte, urn eine hohe Zuverlassigkeit 
und Reproduz ierbarke it zu ergeben. 

Die Verwendung von Proteinase K erleichtert die Entfemung der Proteine, 
die Guanidinium-Isothiocyanat-Behandlung die Denaturierung der Proteine 
sowie die Spaltung der DNA-Protein Komplexe. Der Rest der Proteine wird 
durch organische Extraction entfernt. Der Abbau und das Entfernen der 
RNA wird durch RNase-Behandlung erreicht, weil die RNA sonst bei der 
Hybridisierung interferieren konnte. In vitro Amplifizierung ernoglicht 
eine wesentliche Vermehrung der Target-Seguenz und erhoht so die Em- 
pfindlichkeit der Methode urn zwei GroBenordnungen . Das Backen sorgt fur 
die Zuverlassigkeit der festen Bindung der DNA an das Filter. Die Be- 
handlung des Filters nach dem Backen verhindert unspezif ische Bindungen 
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und sorgt auch fur Zuverlassigkeit. Die Wasche des Filters nach Hybridi- 
sierung entfernt uberf liissige, oder unspezifisch gebundene, markierte 
Onkogen-DNA Proben und tragt auch zur Zuverlassigkeit bei. 

Es sind zahlreiche Modif izierungen noglich. 

Eine quantitative Auswertung des positiven Tests ist rooglich. 

Eine semiquantitative Auswertung kann auch durchgefuhrt werden. In die- 
sem Fall wird die Intensitat des schwarzen Flecks am Rontgenf 11m durch 
Densitcmetrie gemessen und konnen quantitative Vergleiche gemacht werden 
(Reflectance Densitaneter, Bio-Rad, Richmond CA 94804, USA) . 

Quant itatlver Test: 

Wenn ein Blutplasma-DNA mit einer Onkogen Probe einen positiven Test 
gezeigt hat, kann die relative Menge durch das Dilutionsverfahren be- 
stiimtt werden. In diesem Fall wird aus der Blutplasna-DNA eine 1:2 Se- 
rialverdunnung gemacht und wird jede Verdunnung durch Hybridisierung 
getestet. Die hochste Verdunnung, aus der noch ein positives Signal 
ausgeht, ist der Titer. So konnen bei der Verlauf skontrolle eines Pa- 
tienten, wahrend der Beobachtungszeit, quantitative Vergleiche durchge- 
fuhrt werden. Auf diese Weise kann man z. B. die Amplifizierung elnes 
der aktivierten Onkogene beobachten: Wenn wahrend der Verlauf skontrolle 
der Titer eines Onkogens unproportionell erhoht wird im Vergleich zu 
anderen Onkogenen, bedeutet das die Amplifizierung dieses Onkogens. 

Der Test ist positiv: 

1. Wenn eine der durch Mutation veranderten Onkogen-Proben (Oligonucleo- 
tid-Proben) mit der Plasma-DNA ein positives Signal gibt. 

2. Wenn, zwei Oder mehrere zellulare Onkogene, die nicht durch Mutation 
aktiViert sind, im Blutplasma nachweisbar sind. 

3 . Wenn. die Anwesenheit eines der Onkogene, das nicht durch Mutation 
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aktiviert ist, in hoherem Titer nachweisbar ist. 

Die Moglichkeiten 2 oder 3 kdnnen aber gelegentlich auch in nicht- 
bosartigen Krankheiten vorkormen, besonders in Zustanden mit Fieber und 
gxoSem Zellabbau. In diesen FSllen wird der Zeitablauf entscheidend 
sein: In bosartigen Krankheiten bleibt die Positivitat, Oder steigt sie 
sogar, wahrend sie in den nicht-bosartigen Fallen abklingt. 

im allgemeinen bekormt man einen positiven Test im Fall einer bosartigen 
Krankheit meistens, wenn die Plasma-DNA erst nur mit der Onkogen-Gruppe 
A (siehe oben) hybridisierte, weil diese Onkogene in alien bzw. beinahe 
in alien Sorten von Bosartigkeiten aktiviert sind. Seltener braucht man 
die Hybridisierung auf die Gruppe B auszuweitern. 

Wenn man die Krebsart kennt (in der Verlaufskontrolle) oder Verdacht hat 
auf eine Krebsart, kann man solche Onkogene als Proben verwenden, die in 
dieser Krebsart besonders haufig aktiviert sind. Es werden noch iitmer 
neue Onkogene entdeckt. Diese kann man zuWinftig gegebenenfalls auch als 
Probe benutzen. 

Wann man aber wissen mochte, welche aktivierten Onkogene in der Blutbahn 
anwesend sind (Plasma-Onkogen-Prof il) , mufl man die Blutplasma-DNA mit 
alien Onkogenen von Gruppe A und B und seltener von Gruppe C hybridisie- 
ren. Dasselbe mufl man tun, wenn man das Erscheinen von neuen Onkogenen 
in der Blutbahn wahrend der Krankheitsablauf erfassen mochte, was 
aufgrund der prognostischen und therapeutischen Bedeutung sehr wichtig 
ist. 

Es ist mogiich, spezifische DNA-Fragmente von zwei oder mehreren ver- 
schiedenen Onkogenen aus dem Blutplasma simultan in demselben System, 
2 B in einem Rohrchen, spezif isch zu amplifizieren. Die in vitro 
Amplifizierung benStigt keine intakten, vollstandigen Onkogen-DNA Mole- 
kiile. in Anwesenheit eines einzigen, relativ kleinen Onkogen-spezifi- 
schen DNA-Fragments, das die Strecke zwischen den 5'Enden der zwei 
Oligonukleotid-Primere uberbriickt, findet eine spezifische Amplifi- 
zierung durch Primer-Kettenreaktion statt. 
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Patentans pruche 

1 verfahren zur Untersuchung einer azellularen biologischen Flussigkeit 
' auf die Anwesenheit von zellularer Onkogen-DNA, bzw. deren Fragmente, 
als Mai ignitats test, bei dem man 

a) aus der azellularen biologischen Flussigkeit die DNA konzentriert 
Oder trennt, 

b) das so erhaltene DNA-Produkt denaturiert und in dieser Form entwe- 
der auf einem festen Trager ianobilisiert oder fret in losung 

belafit, _ , 

c) das Produkt des Schrittes b) mit markierten Or*ogen-DNA- oder 
Oligonukleotid-Proben in Kontakt bringt, um diese mit der DNA zu 
hybridisieren, wenn kcnplementare Sequenz vorliegt, die uberf lus- 
sige und nicht spezifisch gebundene markierte Oricogen-DNA- oder 
Oligonukleotid-Proben entfernt und 

d) das Produkt auf die Anwesenheit markierter DNA oder Oiigonukleotid 

bestimnt. 

2 verfahren nach Anspruch 1, daduroh gekennzeichnet, daB man nach 

' scnritt a) eine enzymatische Amolif izierung in vitro mit der Plasma- 
DNA dnrchfuhrt, um die spezif ischen Target-Sequenzen der Onkogene zu 
verroehren. 

3 verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die 
azellulare biologische Flussigkeit menschliches Blutplasma ist. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Probe radioisotopisch markierte Onkogen-DNA ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
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dafl die Probe nicht radioisotopisch markierte, vorzugsweise mit Bio- 
tin markierte Onkogen-DNA ist. 

6 verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
I^TLpi— vor der Trennung der - und der ^™ 
der DNA auf dem festen Trager mit einem organischen Losungsmittel 
benandelt wird, um Elweifimaterial in einer organischen Phase zu 
entfemen und um die DNA in der wassrigen Phase zu erhalten. 

7. verfahren nach Anspruch 4 und 6, dadurch gekennzeichnet daB die 
Besting auf Anwesenheit markierter DNA mittels autoradiography 
scher Technik durchgefuhrt wird. 

8 verfahren nach Anspruch 5 und 6, dadurch gekennzeichnet, daa die 

8 * A^senheit m*rkierter DNA mittels En^ffinitatstest 

durch Farbreaktion durchgefuhrt wird. 

9 verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
Z Tzls festes Substrat reine Nitrocellulose Oder Nylon verwen- 



det. 



10 verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, 
' dafl for die Inmobilisierung ein Vakuum eingesetzt wird. 

u < OT ^ r Ansoriiche 3 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
li. verfahren nach einem der Ansprucne 



dafl man 



a) das Plasma mit einem Detergens und 
proteolytischen Enzym in Kontakt bringt; 

b) das PrcLt der Stufe a) mit einer proteindena^rlerenden Losung, 
vie Guanidinium-isothiocyanat vexmischt und behandelt; 

c) das Prcdukt der Stufe b) mit einem organischen losungsmittel 
extrahlert unter Bildung einer im wesentlichen protemfrexen wass 
rioen Phase, die die DNA enthalt; 

«, aas ProduXt der Store =, It ein- Deters 

tischen En^ in KontaXt bringt, inkubiert. end dann dre Extra* 
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tion der Stufe c) wiederholt; 

e) das Produkt der Stufe d> mit (2 vol) Athanol prazipitiert, wascht 
und in sterilem Wasser lost; 

f) das Produkt der Stufe e) einer FNase Enzyra Behandlung unterzieht 
um die vorhandene SNA abzubauen und zu entfernen und dann die 
Extraktion der Stufe d) wiederholt. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 11, dadurch gekennzeichnet, 
dafl im Palle von durch Punktmutation veranderter Onkogene die Plasma- 
DNA einer in vitro enzymatischen Atnplif izierung mittels Polymerase- 
Ketten-Reaktion unterzogen wird, um sie zu vermehren. 

13 . Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, daB man 

a) das Produkt der Stufe f) behandelt und dann denaturiert; 

b) das Produkt der Stufe a) auf ein festes Substrat auftragt und 
durch Backen im Vakuum imnobilisiert; 

c) das feste Substrat der Stufe b) mit einer Losung von roarkierter 
Onkogen-DNA Probe in Kontakt bringt, um sie mit der auf dem festen 
Substrat inncbilisierten DNA zu hybridisieren; 

d) das Produkt der Stufe c) im Fall radioisotopisch markierter Onko- 
gen-DNA Probe, durch Autoradiographic bestimmt; 

e) das Produkt der Stufe c) im Fall nicht-isotopisch markierter 
Onkogen-DNA Probe durch Erizymaff initatstest durch Farbreaktion be- 
stitimt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dafl man das feste 
Substrat der Stufe b) behandelt, um eine weitere Bindung von Nuklein- 
saure daran zu hindern. 

15. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dafi man die 
verbliebene nicht-radioaktive Markierungssubstanz des festen 
Substrats, die durch die Hybridisierung zwischen Plasma-DNA und der 
markierten Onkogen-DNA gebunden ist, mittels Enzymaff initatstest 
durch Farbreaktion bestimtit. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, 
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daS man als Onkogen-DNA-Probe eine individuelle Onkogen-DNA oder eine 
Mischung individueller Onkogen-DNAs nimmt. 

17. verfahren nach einem der der Anspruche 1 bis 16, dadurch gekennzeich- 
net, daB man die Onkogen-DNA, die mit der auf dera festen Substrat 
gebundenen Plasma-DNA hybridisierte, entfernt, urn das feste Substrat 
rait der daran verbliebenen Plasma-DNA mit einer neuen Onkogen-DNA- 
Probe wieder zu hybridisieren (rehybridiseren) . 
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